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Cette invention conceme un polypeptide isole, de- 
nomme Pf-SUB2 produit par Plasmodium falciparum, ayant 
une activite de type serine-protease comprenant la sequen- 
ce d'acides amines SEQ ID n' 3 ou la sequence SEQ ID n" 
4 ou toute sequence d'acides amines homoiogue. 
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La presente invention concerne un nouveau polypeptide a activite 
de type serine-protease produit par Plasmodium falciparum, et son utilisation 
comme outil therapeutique pour la prevention et le traitement d'une infection 
par Plasmodium falciparum. 

Le paludisme reste I'une des principals maladies parasitaires de 
I'Homme, en particulier dans les regions tropicales. La plupart des cas mortels 
sont dus a Plasmodium falciparum, I'une des quatre especes de Plasmodia 
infectant I'Homme. La propagation de parasites resistant a Taction combinee de 
plusieurs medicaments et de moustiques resistant aux insecticides conduit a 
des difficulty majeures dans le controle et le traitement du paludisme. Pour 
cette raison, ('identification de nouvelles cibles therapeutiques essentielles au 
developpement du parasite est une premiere etape importante pour le 
developpement de nouvelles therapies anti-paludiques ou malariques. 

L'invasion des erythrocytes est la phase initiate du cycle asexue 
intra-erythrocytaire qui est responsable de tous les symptomes connus du 
paludisme. Les etudes de microscopie electronique et de microvideo montrent 
que l'invasion des globules rouges par les merozoTtes est un precede rapide a 
plusieurs etapes, debutant par ('adherence du merozoite a la surface cellulaire 
su,v.e par sa reorientation et son entree dans la cellule note. Cette derniere 
etape est concomitante avec la liberation du contenu de trois organelles du 
merozorte (les rhoptries, les micronemes et les granules denses) et peut etre 
bloquee par des anticorps diriges contre des proteines du merozoite ou des 
mhibiteurs de serine-protease. 

L'une des etapes les mieux decrites affectees par des inhibiteurs 
de serine-protease est ,a derniere etape de maturation de la proteine majeure 
de surface du merozoite (MSP1), un candidat vaccina, prometteur MSP1 est 
synthetisee sous forme d'un precurseur de 200 kDa qui est proteose en deux 
etapes successes. La seconde affecte le polypeptide C-terminal a ancre GP, 
(glycosylphosphatidy,inositol) (MSP1-42) dont le clivage produit les 
polypeptides MSP1-33 et MSP1-19. Cette etape est rea.isee par une serine- 
protease calcium-dependante ,iee a la membrane du parasite et son inhibition 

d m^z Tr ^ S6rine - Pr ° t§ase ° U Par deS Prompt .'entree 

des merozo.tes dans les globules rouges. 
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Dans les cellules eucaryotes, la maturation de precurseurs 
polypeptidiques est un processus conserve habituellement realise par des 
serine-proteases calcium-dependantes de la famille des subtilases, les pro- 
proteines-convertases (PC). 

Parmi d'autres fonctions, les PC sont impliquees dans la 
maturation de toxines bacteriennes et de glyco-proteines de surface 
retrovirales. Partant du fait que la seconde etape de maturation de MSP1 est 
realisee par une serine- protease calcium-dependante, les inventeurs ont 
formule I'hypothese que P. falciparum synthetisait une protease de type 
subtilisine impliquee dans la proteolyse de MSP1-42. Leurs travaux ont abouti 
a Tidentification d'un gene de P. falciparum (denomme Pf-sub2 (pour P. 
fe/c/pan/m-Subtilisin Like Protease 2)) qui specifie une serine-protease 
similaire a Pf-SUB1 recemment decrite (Blackman et al, 1998). 

De maniere interessante, bien que P. falciparum soit un 
15 organisme eucaryote, le site actif de Pf-SUB2 est hautement similaire a celui 
des subtilisines procaryotes. En effet, des analyses phylogenetiques du site 
actif de Pf-SUB2 compare aux proteases du type subtilisine d'eubacteries, 
plantes. levures ou organismes eucaryotes superieurs suggerent que Pf-SUB2 
definit une nouvelle sous-classe de subtilases comprenant Pf-SUB1 , la serine- 
protease tagB de Dictyostefium discoideum et la maturase de mammifere 
recemment decrite S1P/SKI-1 (Sakai et al, 1998 ; Shaulsky et al, 1995). Le 
gene Pf-sub2 est transcrit pendant la phase de differenciation du merozoite et 
produit une proteine precurseur integrate de membrane, la forme mature de Pf- 
SUB2 etant secretee dans les granules denses. La caracterisation de Pf-SUB2 
suggere que cette enzyme est impliquee dans I'etape de maturation de MSP1- 
42 et est ainsi une enzyme cruciale pour Tentree du parasite dans les 
erythrocytes. 
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La presente invention a done pour objet un polypeptide isole de 
Plasmodium falciparum ayant une activite proteasique de type subtilisine 
comprenant la sequence decides amines SEQ ID n - 3 (correspondant a la 
proteine totale) ou SEQ ID n' 4 (correspondant a la proteine secretee) ou toute 
sequence d'acide amines homologue de celle-ci. 
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Par "sequence d'acides amines homologue", on entend une 
sequence d'acides amines qui differe de la sequence d'acides amines 
representee a la sequence SEQ ID n° 3 ou n° 4 ou codee par une molecule 
d'ADN selon Invention, uniquement par substitution, deletion et/ou insertion 
5 d'un acide amine ou d'un nombre reduit d'acides amines, a des positions telles 
que ces modifications ne portent pas significativement atteinte a I'activite 
biologique du polypeptide ou a ses proprietes immunologiques. 

Par "activite biologique du polypeptide", on entend son activite 
proteasique de type serine-protease, en particulier son aptitude a reconnaTtre 
io et diver le polypeptide parasitaire MSP1 -42. 

L'activite biologique finale peut etre celle obtenue apres 
maturation du polypeptide par auto-clivage de la pro-proteine pour aboutir a la 
forme enzymatique active (par auto-activation). 

Par "propritetes immunologiques" du polypeptide, on entend son 
i ? aptitude a etre reconnu par des anticorps specifiques du polypeptide Pf-SUB2. 

Lesdites substitutions sont de preference des substitutions 
conservatives, c'est-a-dire des substitutions d'acides amines de meme classe, 
tels que des substitutions d'acides amines aux chaines laterales non chargees 
(tels que I'asparagine, la glutamine, la serine, la threonine, et la tyrosine), 
o d'acides amines aux chaines laterales basiques (tels que la lysine, I'arginine, et 
I'histidine), d'acides amines aux chaines laterales acides (tels que I'acide 
aspartique et I'acide glutamique) ; d'acides amines aux chaines laterales 
apolaires (tels que la glycine, ('alanine, la valine, la leucine, I'isoleucine, la 
proline, la phenylalanine, la methionine, le tryptophane, et la cysteine). 
5 De P^rence, une telle sequence d'acides amines homologue 

est identique a au moins 85 % des sequences SEQ ID n° 3 ou n° 4, de 
preference au moins 95 %. 

L'homologie est generalement determinee en utilisant un logiciel 
d'analyse de sequence (par exemple, Sequence Analysis Software Package of 
the Genet.es Computer Group. University of Wisconsin Biotechnology Center 
1710 university Avenue, Madison, Wl 53705). L'alignement des sequences 
etud,ees permet de determiner leur pourcentage d'identite et de similarite qui 
est defin, par I'enregistrement de toutes les positions pour lesquel.es les acides 
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amines des deux sequences comparees sont identiques, par rapport au 
nombre total de positions. A cette fin, il est necessaire d'introduire de maniere 
artificielle des espaces("gaps") dans les sequences. 

Les polypeptides de la presente invention peuvent etre 
5 synthetises par toutes les methodes bien connues de rhomme du metier, y 
compris les techniques d'ADN recombinant. Les polypeptides de I'invention 
peuvent egalement etre synthetises par les techniques de la chimie de 
synthese, telles que la synthese de type Merrifield qui est avantageuse pour 
des raisons de purete, de specificite antigenique, d'absence de produits 
io secondares non desires et pour sa facilite de production. 

La presente invention a egalement pour objet un acide nucleique 
isole ayant une sequence nucleotidique codant pour un polypeptide a activite 
serine-protease de type subtilisine de Plasmodium falciparum, tel que defini ci- 
dessus. Lesdits acides nucleiques de I'invention comprennent de preference 
is une sequence nucleotidique SEQ ID n° 1 (ADNc) ou une sequence 
nucleotidique SEQ ID n» 2 (ADN genomique) ou toutes sequences 
nucleotidiques homologues de celles-ci. 

Par "sequence nucleotidique homologue", on entend une 
sequence qui differe de la sequence SEQ ID n° 1 ou de la sequence SEQ ID n° 
2 par substitution, deletion, et/ou insertion d'un nucleotide ou d'un nombre 
reduit de nucleotides, a des positions telles que cette sequence nucleotidique 
homologue specifie un polypeptide homologue tel que defini precedemment. 

De preference, une telle sequence nucleotidique homologue est 
identique a au moins 75 % de la sequence SEQ ID n°1 ou de la sequence SEQ 
ID n° 2, de preference encore au moins 85 %. 

De maniere preferentielle, une . telle sequence nucleotidique 
homologue hybride specifiquement aux sequences complementaires de la 
sequence SEQ ID n» 1 ou de la sequence SEQ ID n° 2, dans des conditions 
stringentes. Les parametres definissant les conditions de stringence dependent 
de la temperature a laquelle 50% des brins apparies se separent (Tm). 

Pour les sequences comprenant plus de 30 bases, Tm est definie 
par la relation: Tm=81,5 + 0 > 41(o/oG + C) + 16 l 6Log(concentration en cations) - 
0.63(o/oformamide) -(600/nombre de bases) (Sambrook et al, Molecular 
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Cloning, A laboratory manual, Cold Spring Harbor laboratory Press, 1989, 
pages 9.54-9.62). 

Pour les sequences de longueur inferieure a 30 bases, Tm est 
definie par la relation : Tm= 4(G+C) + 2 (A+T). 

Dans des conditions de stringence appropriees, auxquelles les 
sequences asp6cifiques n'hybrident pas, la temperature d'hybridation est 
approximativement de 5 a 30°C, de preference de 5 a 10°C en dessous de Tm, 
et les tampons d'hybridation utilises sont de preference des solutions de force 
ionique elevee telle qu'une solution 6xSSC par exemple. 

Les differentes sequences nucleotidiques de 1'invention peuvent 
etre d'origine artificielle ou non. II peut s'agir de sequences d'ADN ou d'ARN, 
obtenues par criblage de banques de sequences au moyen de sondes 
elaborees sur la base de la sequence SEQ ID n°1 ou de la sequence SEQ ID 
n°2. De telles banques peuvent etre preparees par des techniques classiques 
is de biologie moleculaire, connues de I'homme de Tart. 

Les sequences nucleotidiques selon I'invention peuvent 
egalement etre preparees par synthese chimique, ou encore par des methodes 
mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique de sequences 
obtenues par criblage des banques. 
20 Ces sequences nucleotidiques permettent la realisation de 

sondes nucleotidiques, hybridant sp6cifiquement avec la sequence SEQ ID n°1 
ou la sequence SEQ ID n° 2 selon I'invention. Les conditions d'hybridation 
appropri§es correspondent aux conditions de temperature et de force ionique 
usuellernent utilisees par I'homme du metier, de preference dans des 
25 conditions stringentes telles que definies precedemment. De telles sondes font 
egalement partie de I'invention. Elles peuvent etre utilisees comme outil de 
diagnostic in vitro pour la detection, par des experiences d'hybridation, 
notamment d'hybridation "in situ", d'une infection par P. falciparum. 

Les sondes de I'invention comportent au minimum 10 nucleotides, 
30 et de preference au moins 14 nucleotides, pr§ferentiellement au moins 20 
nucleotides, preferentiellement encore au moins 50 nucleotides, et au 
maximum comportent la totalite de la sequence nucleotidique SEQ ID n°1 ou 
de la sequence SEQ ID n° 2 ou de ses brins complementaires. 
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Preferentiellement, les sondes de I'invention sbnt marquees, 
prealablement a leur utilisation. Pour cela, plusieurs techniques sont a la portee 
de I'homme du metier comme par exemple le marquage fluorescent, radioactif, 
chimioluminescent ou enzymatique. 

Les sequences nucleotidiques de I'invention sont egalement utiles 
pour la fabrication et I'utilisation d'amorces oligonucleotidiques sens et/ou 
antisens pour des reactions de sequencage ou d'amplification specifique selon 
la technique dite de PCR (reaction de polymerisation en chalne) ou toute autre 
variante de celle-ci. 

Les sequences nucleotidiques selon i'invention ont par ailleurs 
des utilisations dans le domaine therapeutique, pour la realisation de 
sequences antisens, capables de s'hybrider specifiquement avec une 
sequence d'acide nucleique, y compris un ARN messager. L'invention a ainsi 
pour objet des sequences antisens capables d'inhiber, au moins partiellement, 
la production de polypeptides a activite de serine-protease de type subtilisine, 
tels que definis precedemment. De telles sequences sont avantageusement 
constitutes par celles.qui constituent le cadre de lecture codant pour les 
polypeptides a activite de serine-protease de type subtilisine au niveau du 
transcrit. 

Les sequences nucleotidiques selon I'invention peuvent par 
ailleurs etre utilisees pour la production de polypeptides recombinants ayant 
une activite de serine-protease de type subtilisine tels que precedemment 
definis. 

Ces polypeptides peuvent etre produits a partir des sequences 
nucleotidiques definies ci-dessus, selon des techniques de production de 
produits recombinants connues de I'homme du metier. 

Selon un mode de realisation de I'invention, la sequence 
nucleotidique peut etre inseree dans un vecteur d'expression. dans lequel elle 
est hee de maniere operante a des elements permettant la regulation de son 
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expression, tels que notamment des promoteurs et/ou terminateurs de 
transcription. 

Les signaux controlant I'expression des sequences nucleotidiques 
(promoteurs. activateurs, sequences de terminaison...) sont choisis en fonction 
de I'hote cellulaire utilise. A cet effet, les sequences nucleotidiques selon 
I'invention peuvent etre inserees dans des vecteurs a replication autonome au 
sein de I'hote choisi, ou des vecteurs integrals de I'hote choisi. De tels 
vecteurs seront prepares selon les methodes couramment utilisees par 
I'homme du metier, et les clones en resultant peuvent etre introduits dans un 
note approprie par des methodes standard, telles que par exemple 
I'electroporation ou la precipitation au phosphate de calcium. 

Les vecteurs de clonage et/ou d'expression tels que decrits ci- 
dessus, contenant une des sequences nucleotidiques definies selon I'invention 
font egalement partie de la presente invention. Des exemples de vecteurs 
d'expression sont pRSET T7 (dans E.coli), pYES 2 (dans la levure) et DES 
(dans les baculovirus). 

L'invention vise en outre les cellules hotes transferees, de 
maniere transitoire ou stable, par ces vecteurs d'expression. Ces cellules 
peuvent etre obtenues par ('introduction dans des cellules hotes, procaryotes 
ou eucaryotes, d'une sequence nucleotidique inseree dans un vecteur tel que 
defini ci-dessus. puis la mise en culture desdites cellules dans des conditions 
permettant la replication et/ou ('expression de la sequence nucleotidique 
25 transfectee. 

Des exemples de cellules hotes incluent notamment des cellules 
de mammiferes, telles que les cellules COS-7 et CHO. des cellules du systeme 
nerveux telles que les cellules MSC80 et C6, des cellules d'insectes telles que 
les cellules SF9 infectees par des baculovirus recombinants, des bacteries 
telles que E. coli et des souches de levures telles que L40. 

Les cellules hotes selon I'invention sont utilisables dans un 
procede de production d'un polypeptide a activite de serine-protease de type 
subtilisine, procede dans leque. on cu.tive des cellules transferees selon 
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i'invention dans des conditions permettant I'expression d'un polypeptide 
purifiable ayant une activite de serine-protease de type subtilisine comprenant 
la sequence d'acides amines SEQ ID n°3 ou n°4, ou toute sequence d'acides 
amines homologue de celle-ci et que Ton recupere ledit polypeptide que Ton 
purifie. 

Les polypeptides peuvent egalement etre produits en utilisant des 
systemes d'expression in vitro comme le fysat de reticulocytes (GIBCO). 

Les precedes de purification utilises sont connus de I'homme du 
metier. Le polypeptide recombinant obtenu peut etre purifie a partir de lysats et 
extraits cellulaires, du surnageant du milieu de culture, par des methodes 
utilisees individuellement ou en combinaison, telles que le fractionnement, les 
methodes de chromatographic les techniques d'immunoaffinite a ('aide d'anti- 
corps mono- ou polyclonaux specifiques, etc. 

15 L'invention a egalement pour objet des anticorps poly- ou 

monoclonaux ou leurs fragments, anticorps chimeriques ou immunoconjugues. 
Ces anticorps ou fragments sont caracterises en ce qu'ils sont obtenus a partir 
d'un polypeptide tel que defini precedemment, administre a un animal, et sont 
capables de reconnaitre specifiquement un polypeptide a activite de serine- 

20 protease de type subtilisine selon l'invention. 

Des anticorps polyclonaux peuvent etre obtenus a partir du serum 
d'un animal immunise contre un polypeptide a activite de serine-protease de 
type subtilisine selon l'invention selon les modes operators usuels. 

Selon un mode de realisation de I'invention. on peut utiliser 

25 comme antigene un fragment peptidique approprie, pouvant etre couple par 
I'intermediaire d'un residu reactif a une proteine ou un autre peptide, portant un 
epitope T-dependant. Des lapins sont immunises avec I'equivalent de 1mg de 
fantigene peptidique selon la procedure decrite par Benoit et al PNAS USA 
79, 917-921 (1982). A des interval.es de quatre semaines, .es animaux sont 

o tra.tes par des injections de 200 ug d'antigene et saignes 10 a 14 jours plus 
tard. Apres la troisieme injection, I'anti-serum est examine pour determiner sa 
capacte a se .lier au peptide antigene radiomarque a node, prepare par la 
methode a la ch.oramine-T et est ensuite purifie par une chromatographie sur 
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colonne echangeuse d'ion carboxymethyl cellulose (CMC). Les molecules 
d'anticorps sont ensuite recueillies dans les mammiferes et isolees jusqu'a la 
concentration souhaitee par les methodes bien connues de l'homme de I'art, 
par exemple, en utilisant DEAE Sephadex pour obtenir la fraction IgG. 

Afin d'augmenter la specificite du serum polyclonal, les anticorps 
peuvent etre purifies par une chromatographie d'immuno-affinite en utilisant 
des polypeptides immunisants en phase solide. L'anticorps est mis en contact 
avec le polypeptide immunisant en phase solide pendant une duree suffisante 
de facon a faire immuno-reagir le polypeptide avec la molecule d'anticorps afin 
de former un complexe immunologique en phase solide. 

Les anticorps monoclonaux peuvent etre obtenus selon la 
methode classique de culture d'hybridomes decrite par Kohler et Milstein 
(Nature, (1975), vol 256, pp 495-497). 

Les anticorps ou fragments d'anticorps de I'invention sont par 
15 exemple des anticorps chimeriques, des anticorps humanises, des 
fragments Fab et F(ab')2. lis peuvent egalement se presenter sous forme 
d'immunoconjugues ou d'anticorps marques. Par exemple. ils peuvent etre 
associes a une toxine, telle la toxine diphterique ou a un produit radioactif. 

Les anticorps de I'invention, en particulier les anticorps 
20 monoclonaux, tout particulierement les anticorps diriges contre le site actif de 
Pf-SUB2 peuvent etre utilises comme outils diagnostiques pour detecter une 
infection a P. falciparum ou therapeutiques pour bloquer l activite de Pf-SUB2 
et enrayer I'invasion par Plasmodium falciparum des globules rouges de I'hote. 
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L'invention a egalement pour objet une composition diagnostique 
comprenant un acide nucleique, un polypeptide ou un anticorps tel que defini 
ci-dessus. 

La composition peut comprendre un acide nucleique, utile comme 
sonde ou amorce specifique pour detecter apres amplification, un acide 
nucleique de P. falciparum appartenant au gene Pf-sub2. 

La composition peut egalement comprendre un polypeptide utile 
pour la detection par un test classique notamment de type ELISA dun 
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anticorps specifique de Pf-SUB2 present dans un echantillon biologique d'un 
hote infeste par P. falciparum. 

La composition peut egalement comprendre un anticorps utile 
pour la detection d'une sequence peptididique antigenique de Pf-SU82 present 
dans un echantillon biologique d'un hote infeste par P. falciparum. 

L'invention concerne egalement une methode pour le diagnostic 
in vitro d'une infection par P. falciparum comprenant la mise en contact d'au 
moins un anticorps/peptide tels que definis precedemment, contenus dans un 
prelevement biologique d'un hote infeste par P. falciparum dans des conditions 
permettant la formation eventuelle de complexes immunologiques specifiques 
entre une sequence peptidique de Pf-SUB2/anticorps tels que definis 
precedemment et le ou lesdits anticorps/peptides et la detection des complexes 
immunologiques specifiques eventuellement formes. 

L'invention a egalement pour objet un kit pour le diagnostic in vitro 
d'une infection par P. falciparum dans un prelevement biologique comprenant : 

- au moins un anticorps/sequence peptidique specifique de Pf- 
SUB2, eventuellement fixe sur un support ; 

- des moyens de revelation de la formation de complexes 
antigenes/anticorps specifiques entre ladite sequence peptidique et ledit 
anticorps et/ou des moyens de quantification de ces complexes. 

Les tests de liaison utilises dans le cadre de la presente invention 
peuvent etre realises selon des methodes bien connues de I'homme du metier. 
On peut notamment marquer prealablement les composes susceptibles de se 
lier au polypeptide recepteur, qui peuvent etre utilises seuls ou en competition 
avec d autres composes non marques. 

Plus particulierement, on peut realiser par exemple des tests de 
liaison competitifs, des tests de type ELISA ou IRMA. 

Dans le cadre de l'invention, on peut utiliser des moyens de 
marquage pour detecter le polypeptide recepteur selon l'invention, les anticorps 
d.nges centre ce recepteur et/ou les ligands de ce recepteur 
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Les moyens de marquage utilises peuvent etre notamment un 
agent de marquage fluorescent qui se lie chimiquernent a des anticorps ou a 
des antigenes sans denaturation pour former un fluorochrome colorant qui est 
un indicateur immunofluorescent utile. L'agent de marquage peut aussi etre 
une enzyme, telle que la peroxydase (HRP) ou la glucose oxydase. Des 
elements radioactifs peuvent etre 6galement utilises comme agents de 
marquage. 

[.'invention a aussi pour objet un procede de criblage de I'activite 
protease recombinante ou purifiee a partir d'une culture de Pf-SUB2, dans 
lequel on met en contact un milieu de culture susceptible de contenir Pf-SUB2 
avec le substrat de Pf-SUB2 1 et on determine I'activite enzymatique resultante 
par fluorescence ou par immuno-empreinte, la mesure de I'activite etent 
evaluee par le taux de degradation du substrat. 

L'invention a egalement pour objet un procede de criblage de 
composes ayant une affinite biologique pour le polypeptide Pf-SUB2 ou un 
polypeptide homologue dans lequel on met en contact lesdits composes avec 
ledit polypeptide et on evalue le taux d'affinite entre lesdits composes et ledit 
polypeptide. 

Le procede de criblage est particulierement utile pour le criblage 
d'inhibiteurs de Pf-SUB2, et peut consister £ mettre en contact le polypeptide 
Pf-SUB2 ou un fragment actif de celui-ci avec des composes potentiellement 
inhibiteurs en presence d'un substrat du polypeptide, et a evaluer le taux 
d'inhibition du polypeptide Pf-SUB2 par les composes potentiellement 
inhibiteurs. 

Comme substrat, on utilise avantageusement un peptide 
fluorogenique dont la sequence correspond au substrat MSP1-42. 

L'invention a egalement pour objet une composition 
pharmaceutique comprenant une molecule inhibant I'activite du polypeptide Pf- 
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SUB2 obtenue par un procede de criblage tel que defini precedemment, la 
molecule etant avantageusement un inhibiteur enzymatique de Pf-SU82. 

La maturation de MSP1-42 a la surface du merozoite ayant lieu 
dans la circulation sanguine, c'est-a-dire dans un environnement riche en 
inhibiteurs de proteases impiiques entre autres dans la regulation de la 
coagulation et de la cascade d'activation du complement, I'enzyme parasitaire 
responsable de cette maturation (Pf-SUB2) n'est a priori pas sensible aux 
molecules de I'hote a activite d'inhibiteurs de protease. Les inhibiteurs obtenus 
par un procede de criblage tels que definis ci-dessus n'ayant aucun effet sur 
les enzymes de I'hote sont done particulierement interessants comme agents 
therapeutiques ayant une activite specifique sur la proliferation de P. 
falciparum. Les molecules criblees par un procede tel que decrit 
precedemment sont utiles en particulier pour la fabrication d'un medicament 
destine a prevenir et/ou traiter une infection a Plasmodium falciparum, et 
15 constituent un autre objet de I' invention. 

L'invention a egalement pour objet une composition 
pharmaceutique comprenant un anticorps specifiquement dirige contre Pf- 
SUB2. 
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L'invention a en outre pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant un acide nucleique ou un fragment d'acide nucleique codant pour 
un polypeptide selon l'invention ou capable de s'hybrider avec un acide 
nucleique ADN ou ARN codant pour tout ou partie du polypeptide Pf-SUB2. 

Un tel fragment d'acide nucleique peut comme evoque 
precedemment etre un oligonucleotide antisens capable d'inhiber la 
transcription ou la traduction de Pf-SUB2. 

Un tel acide nucleique peut egalement etre un acide nucleique 
specifiant un polypeptide selon l'invention utile comme agent vaccinal. 

L'invention a done egalement pour objet une composition 
vaccinale contre une infection a Plasmodium falciparum comprenant a titre 
d'antigene tout ou partie du polypeptide Pf-SUB2 ou tout ou partie de I'acide 
nucleique codant pour le polypeptide Pf-SUB2 sous sa forme mature ou sa 
forme exprimee, susceptible de fournir des anticorps neutralisants. 
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Selon le cas, le polypeptide, I'acide nucleique ou I'anticorps est 
associe a un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Les modes d'administration, les posologies et tes formes 
galeniques des compositions pharmaceutiques selon I'invention peuvent etre 
determines de maniere usuelle par Phomme du metier, notamment selon les 
criteres generalement pris en compte pour I'etablissement d'un traitement 
therapeutique adapte a un patient, comme par exemple I'age ou le poids 
corporel du patient, la gravite de son etat general, la tolerance au traitement, et 
les effets secondaires constates, etc. 

Les exemples et figures dont les legendes suivent illustrent 
I'invention sans la limiter : 

LEGENDE DES FIGURFS 

- La figure 1a) represente la sequence nucleotidique et proteique 
de la protease 2 de type subtilisine de Plasmodium falciparum. Les 4611 
nucleotides (n° acces AJ 132006) correspondant a la sequence d'ADNc du 
gene de Pf-sub2 est representee. La sequence de I'intron (143 pb) est 
representee en italiques et les extremites conservees GT/AG sont en gras. Les 
codons d'initiation et de fin de traduction predits sont en caracteres gras et 
souiignes. La sequence de la proteine Pf-SUB2 commence par un peptide 
signal represente en caracteres gras. Les quatre residus proposes pour le site 
actif subtilase, a savoir Asp 750 , His 793 ,Asn 878 et Ser 956 sont encadres et le 
segment transmembranaire de fextremite C-terminale est souligne par un 
double trait. Entre parentheses, sont deflnis les 259 residus du domaine 
catalytique utilises pour realiser I'alignement en arbre phylogenetique, tandis 
que la sequence correspondant a la proteine de fusion avec GST (Gluthanione 
S-transferase) est representee en italiques et soulignee par un trait en 
pointilles. Les deux sites d'activation (LN) sont souiignes. 

- La figure 1b represente une sequence proteique predite pour Pf- 
SUB2 et Identification au domaine conserve du site actif de Pf-SUB2 par 
analogs avec celui de la subtilisine BPN (Bacilus Protease NOVO (Acc. x 
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00165)) exprime par B-amyloquefaciens. Les identites entre les deux sites 
actifs sont indiques par - et la similarite des groupes est montree par :. La 
fleche t indique I'interruption de la phase ouverte de lecture de I'intron. 

- La figure 2 represente la localisation chromosomique du gene 
Pf-sub2. Des blocs de chromosomes obtenus a partir du clone 3D7 et de la 
souche Palo Alto de P. falciparum ont ete prepares comme decrits par 
Hinterberg et al, (199-4). 

La sonde d'ADNc (1027 pb) correspondant au domaine 
catalytique de Pf-SUB2 s'hybride principalement aux chromosomes 1 et 11 
dans des conditions de lavage a faible stringence (2X SSC/0,1 % SDS). 
Cependant. apres lavage a 0,5X SSC/0,1 % SDS. la meme sonde s'hybride au 
chromosome 1 1 uniquement. 

- La figure 3 represente I'analyse en arbre phylogenetique basee 
sur I'alignement des sequences des domaines catalytiques de 32 subtilases 
provenant d'organismes varies. L'alignement original a ete realise en utilisant le 
programme Clustal W 1,7 (Thompson et al, 1994) et la matrice de distance a 
ete determinee en utilisant le programme PROTDIST (Felsenstein et al, 1993). 
Un dendogramme sans racine a ensuite ete construit en utilisant la methode 
"neighbor-joining" du programme NEIGHBOR, et le logiciel DRAWTREE a 
produit I'arbre represente a la figure 3 (Felsenstein et al. 1993). La plupart des 
sous-families de subtilases connues sont representees a partir de plantes. de 
bacteries et d'organismes eucaryotes inferieurs et superieurs Pf-SUB2 et Pf- 
SUB1 se differencient des subtilases eucaryotes connues et apparaissent avoir 
une similarite plus grande avec les enzymes bacteriennes. Les subtilases 
eucaryotes les plus' proches sont tagB de D. discoideum et S1P/SKI-1 humain. 
et definissent avec Pf-SUB2 et Pf-SUB1 une nouvelle sous-classe de 
subtilases eucaryotes. 

Les figures 4A et 4B represented les resultats de I'analyse 
de ('expression de I'ARNm de Pf-sub2 au cours du cycle asexue de P 
falciparum. La RT-PCR a ete realisee sur de I'ARN total isole entre 6 et 46 
heures apres I'invasion des erythrocytes par les merozoltes de P. falciparum 
(souche Palo Alto) cultivees in vitro. 
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Sur la figure 4 A, les oligonucleotides de Pf-sub2 ont ete choisis 
de manure a encadrer I'intron de Pf-sub2. Les tailles attendues des fragments 
amplifies sont de 880 pb et 737 pb sur I'ADN genomique et I'ADNc 
respectivement. 

5 Sur la figure 4B, la RT-PCR a ete realisee en utilisant deux 

oligonucleotides specifiques de Pf-rab6, dans lequel un oligonucleotide 
chevauchait sur la jonction entre les deux premiers exons de Pf-rab6 } de 
maniere a ce que seul I'ADNc soit amplifie. Comme temoins negatifs, une RT- 
PCR a ete realisee sur I'eau. 

10 - La figure 5 repr§sente les resultats d'analyse en Western Blot 

d'extraits proteiques pr6pares a partir de schizontes et merozoites segmentes 
de P. falciparum. Les couloirs 1 et 2 correspondent aux extraits proteiques 
solubles et insolubles dans Na 2 C0 3 respectivement, prepares a partir des 
schizontes segmentes. Les couloirs V et 2 contiennent !a meme proportion 

15 d'extraits proteiques solubles et insolubles dans Na 2 C03 prepares a partir de 
globules rouges non infectes. Les couloirs 3-3* et 4-4' represented les resultats 
d'analyse en Western Blot realises sur des proteines solubles et insolubles 
dans Na 2 C03 extraites £ partir de merozoites libres. Les couloirs 1-2, 1'-2' et 3- 
4 ont ete mis a incuber avec un antiserum dirige contre la proteine de fusion 

20 GST Pf-SUB2 tandis que les couloirs 3'-4' ont ete mis a incuber avec un 
antiserum dirige contre la proteine GST. Les couloirs 5 et 6 correspondent a 
I'immunoprecipitation de proteines marquees au S 35 de schizontes segmentes 
r§alisees avec des anticorps de souris anti-GST-Pf-SUB2 (proteine de fusion) 
et anti-GST. 

25 - Les figures 6A, 6B et 6C represented les resultats 

^analyse de localisation de la proteine (Pf-SUB2) par immunofluorescence sur 
des schizontes segmentes et par immuno-microscopie electronique sur des 
merozoites fixes. 

Les cliches 6A et 6B montrent un schizonte segmente fixe et 

30 seche a I'air, respectivement incube avec 25 pg/ml d'iodure de propidium qui 
marque le noyau du parasite (6A) et avec un antiserum de souris dirige contre 
la proteine de fusion GST-Pf-SUB2 (6B). Les anticorps lies ont ete detectes 
ulterieurement avec des anticorps anti-souris couples a la FITC (isothiocyanate 
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de fluorescein) (x 1500). Le cliche 6C represente ('analyse en immuno- 
microscopie electronique de coupes fines de merozoVtes incluses dans de la 
resine et mises en presence d'un antiserum de souris dirige contre la proteine 
de fusion GST-Pf-SUB2 puis revelees avec des anticorps IgG anti-souris 
marques a I'or, M representant les mitochondries. 

- La figure 7 represente I'alignement de 22 residus entourant le 
site de maturation Leu*Asn MSP1-42 avec les 38 residus correspondant a la 
region du site d'auto-activation predit de Pf-SUB2. Les identites sont 
representees par des traits verticaux et les residus du meme groupe sont 
representees par des pointilles doubles. 

- Les figures 8A a 8F represented la moderation du site 
catalytique de Pf-SUB2 associe avec son substrat propose MSP 1-42 defini par 
huit residus (K-F-Q-D-M-L-N-l). 

La model isation est realisee avec les programmes QUANTA et 
CHARM (QUANTA® est un programme commercialise par Molecular 
Simulations Inc). 

Le programme CHARM a fait I'objet d'une publication de Brooks 
et al. 1983. en utilisant comme modele la structure etablie pour le complexe de 
la subtilisine BPN et de son inhibiteur eglin (figures 8A et 8C). ainsi que le 
complexe forme par la subtilisine Calsberg (B.licheniformis) elle-meme 
associee avec Tinhibiteur eglin C. Les aa differents pour Pf-SUB2 par rapport a 
BPN ont ete substitues et les insertions ont ete modelisees a partir de la 
banque de boucles peptidiques disponibles dans le programme QUANTA. 

- La figure 8B represente la visualisation de la moderation du 
domaine cat. de Pf. SUB2 + MSPI-42. 

- Les figures 8D, 8E et 8F represented un agrandissement de la 
figure 8B permettant de mieux visualiser le site actif de Pf. SUB2 interagissant 
avec MSPI-42. 
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- Les figures 8D et 8E represented les insertions qui 
apparaissent comme des boucles de surface distantes de la region liant le 
substrat avec la possible exception du segment precedent I'aa HIS 793 
(incluant Arginine 789) qui pounrait influencer la structure des poches Si' et S2'. 
5 Cette model isation a ete manuellement corrigee pour exclure tout 

lieu improbable. Cette moderation a ainsi ete rnodifiee dans le but de 
minimiser les niveaux d'energie afin de stabiliser le modele. Cette correction 
est realisee a I'aide du programme CHARM. 
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EXEMPLES 

MATERIELS ET METHODES 

Les inventeurs sont partis d'un clone consistant en un ADNc de 
2043 pb d'une EST (sequence partielle exprimee) de P. falciparum obtenu a 
partir de la collection de I'Universite de Floride (code acces n° 97791 ; 
Chakrabarti et al, 1994) et I'ont sequence sur un sequenceur "ABI DNA 
sequencer"®. Le cadre de lecture ouverte complet (ORF) a ete obtenu en 
initiant des reactions de polymerase en chaine (PCR) a I'aide de 
['oligonucleotide K50 de sequence 5'AACGTCAAAATGACTAGAGC3' combine 
avec I'amorce universelle M13 sur la banque d'ADNc d'origine (Chakrabarti et 
al, 1994). Le fragment amplifie correspondant aux nucleotides 1554 a 2645 a 
ete clone en utilisant le kit de clonage TopoTA (Invitrogen) et sequence en 
utilisant le kit de reaction Sequenase® (USB-Amersham). Ensuite, 
('oligonucleotide K51 5 CGAATGAAGATCTAATTCTCC3' a ete utilise comme 
amorce pour une reaction de PCR asymetrique sur la banque vectorette d'ADN 
genomique Dra1 de Palo Alto (Barale et al. 1997). Ceci a conduit aux 
nucleotides 648 a 1655. Enfm, une PCR realisee sur la banque d'ADNc 
d'origine en utilisant ('oligonucleotide K53 5' TTTTGTTACTAGCCAAATTC3' et 
I'amorce universelle M13 a permis d'amplifier un fragment de 750 pb 
correspondant a I'extremite 5' de la sequence d'ADNc de Pf-sub2. Chaque 
fragment amplifie a ete sequence en triple exemplaire pour eliminer les erreurs 
potentielles introduites par la PCR. 

Electrophorese sur gel en champs pulses du blot 
chromosomique de Palo alto et de 3D7. 

L'electrophorese sur gel en champs pulses a ete realisee comme 
decrit par Hinterberg et al (1994). La sonde d'ADNc Pf-SUB2 a ete obtenue par 
RT-PCR en utilisant les oligonucleotides suivants Khis 5'- 

TCCTACAGATGCTTAGGTC-3' et SUB1B, 5 -_ 

ATCGAATTCATACAAATTATATAAGGC-3'. Le fragment d'ADNc de 1027 pb a 
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ete marque par du a- 32 P par amorcage aleatoire (Megaprime, Amersham) et 
hybride pendant 24 heures dans 6X SSC, 0,1 % SDS et 2,5 % de lait ecreme a 
65°C, lave a la meme temperature pendant 30 minutes dans 2X SSC (1X SSC 
16,5 mM NaCI, 15 mM citrate de sodium, pH 7,0), 0,1 % SDS ou 0,5X SSC, 
0.1% SDS. 



Analyse par ordinateur de Pf-SUB2 et construction de I'arbre 
phylogenetique 



La prediction du peptide signal de Pf-SUB2 et de son site de 
clivage a ete realisee en suivant la technique de Nielsen et al, (1997), tandis 
que le domaine de Pf-SUB2 est identifie en utilisant le programme de Rost et 
al, (1996). L'analyse phylogenetique des sites actifs de 32 proteases de type 
l? subtilisine a ete realise comme decrit par Siezen et al, 1997, sauf que 
I'alignement multiple des sequences de 32 proteases de type subtilisine a ete 
realise en utilisant le programme Clustal W 1,7 parametre pour une faible 
penalite d'insertion d'intervalles (Thompson et al, 1994). Les 259 residus 
correspondents a la region totale du site actif de Pf-SUB2 ont ete alignes 
20 contre les regions correspondantes des 31 autres sequences decrites par 
Siezen et al, (1997) ainsi qu'avec Pf-SUB1. L'alignement multiple a ete utilise 
pour determiner la matrice de distance a I'aide du programme PRODIST 
(Felsenstein et al (1993). Un dendogramme sans racine a ete construit en 
utilisant la methode dissociation par proximite de sequences ("Neighbor- 
's joining") de NEIGHBOR et le logiciel DRAWTREE. 



RT-PCR (PCR par transcriptase reverse) et identification de 

I'intron. 

30 

L'ARN total a ete prepare en utilisant du trizol (GIBCO-BRL) et en 
suivant les instructions du fabricant. Dans le cas de l'analyse du transcrit Pf- 
sub2, les inventeurs ont utilise les oligonucleotides KB 
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5GCATCCGGAAATAAAAGTAAC3' et SUB1 decrit precedemment pour 
amplifier le fragment defini par les nucleotides 2713 et 3593. L'ARN 
correspondant a environ 10 6 parasites de chacun des differents compartiments 
sanguins a d'abord ete incube avec une DNAsel exempte de RNAse 
(Mannheim, Boehringer). La synthese du premier brin d'ADNc a ete initiee par 
['oligonucleotide SUB1B en presence de la transcriptase reverse Superscript- 
MMLV (GIBCO-BRL). Pour I'analyse par RT-PCR de Pf-rab6, les 
oligonucleotides Rab6.7 5' GAATTTCAAAACTCGGGAC3' et Rab6.3 
5'CCTGACCTGCAGTGTCC3' ont ete utilises pour amplifier un fragment 
d'ADNc de 203 pb (Alves de Castro et al, 1996). (.'oligonucleotide Rab6.7 
chevauche la jonction des exons 1 et 2 de Pfrab6. Un temoin negatif pour la 
RT-PCR a egalement ete realise en utilisant en tant que matrice soit une 
quantite equivalente d'ARN non transcrit de facon inverse ou de I'eau. Les 
matrices pour les temoins positifs etaient I'ADN genomique de la souche Palo 
Alto pour Pf-sub2 et un clone d'ADNc pour Pf-rab6 (Alves de Castro et al. 
1996). Pour cartographier precisement la jonction intron-exon, un fragment 
d'ADN genomique speeifique de Pf-sub2 a ete clone et sequence. 



20 Analyse par Western Blot et immunoprecipitation de Pf-SUB2 

Une proteine de fusion Gluthatione-S-Transferase-Pf-SUB2 
(GST-Pf-SUB2) correspondant aux residus 3661 a 4005 (figure 1) a ete 
produite de la maniere suivante : les oligonucleotides SUB2A-8amH1 5' 
TATATGGATCCGCGTAAACATAGTGATAAG3' et SUB2B-EcoR1 

25 5'GTAGAATTCnTGGTCTCTTTCTTTC3' ont ete utilises pour amplifier un 
fragment de 351 pb a partir du clone d'ADNc original et apres digestion par 
SamH1 et EcoR1, il a ete ligature dans le plasmide pGEX-A (Pharmacia). La 
proteine de fusion GST-Pf-SUB2 a ete preparee comme decrit par Frangioni et 
al (1993) sauf que la proteine purifiee a ete eluee des billes d'agarose 
gluthanione (Sigma) a Taide d'un tampon salin phosphate 0,2 % SDS (PBS : 10 
mM phosphate de potassium, 145 mM de NaCI, pH 7,4). Des souris CD1 ont 
d'abord ete immunisees par voie sous-cutanee avec 20 ug de la proteine de 
fusion GST-Pf-SUB2 en presence d'adjuvant de Freund complet ■ cinq 
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injections complementaires ont ete realisees ulterieurement a i'aide de la 
meme quantite d'antigenes en presence d'adjuvant de Freund incomplet. La 
meme procedure a ete suivie pour produire un s6rum anti-GST. Des extraits 
proteiques ont ete produits a partir de globules rouges synchrones infestes par 

5 la souche knob + Uganda Palo Alto cultivee in vitro comme decrit par Trager et 
al, (1976). Des schizontes segmentes ont ete enrichis par centrifugation sur un 
gradient Percoll-sorbitol et les merozoTtes ont ete prepares a partir de 
schizontes segmentes enrichis par flotation sur gelatine et laisses a maturation 
jusqu'a liberation des merozoites. Les globules rouges infestes et la quantite 

10 equivalente ^erythrocytes non infestes ont ete rassembles sous forme de 
culots et lyses dans un volume d'eau par traitement de congelation- 
decongelation. Les proteines sous forme de culot insoluble ont ete ensuite 
extraites par un traitement avec Na 2 C0 3 en milieu alcalin (100 mM), 30 
minutes a 4°C, connu pour discriminer entre les proteines membranaires 

15 peripheriques qui sont solubilisees (surnageant) et les proteines integrates de 
membranes qui sont insolubles, et sedimentees par une centrifugation a 100 
000 g pendant 30 minutes a 4°C. Les extraits proteiques correspondant a 
approximativement 5.10 6 globules rouges infestes ont ete separes par 
electrophorese sur gel de polyacrylamide 7,5 % SDS. Apres transfert sur 

20 nitrocellulose, les analyses de Western Blot ont ete realisees comme decrit 
sauf que Tantiserum a ete utilise £ une dilution de 1/100 (Barale et al, 1997). 
Les etudes d'immunoprecipitation ont ete realisees comme decrit par Mattei et 
al (1992) a I'aide de proteines de parasites extraites dans 1 % SDS, sauf que 
des parasites hautement synchrones ont ete cultives en presence de 

25 methionine/cysteine (ICN) marquee au ^S 175 mCi/ml pendant les sept 
dernieres heures de la schizogonie. 

lmmunolocalisation de Pf-SUB2 par analyse par fluorescence 
:>o indirecte (IFA) et microscopie 6lectronique (IEM) 

Des anticorps de souris anti-GST-Pf-SUB2 ou des anticorps de 
souris anti-GST, (tous deux dilues a 1:50) ont ete incubes pendant 30 minutes 
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a 37°C avec des globules rouges infestes, probablement seches a fair, et 
enrichis par flotation sur gel. Des lamelles de microscopie ont alors ete lavees 
a trois reprises pendant 10 minutes dans du PBS et mises a incuber avec des 
IgG et IgM de chevre anti-souris conjugues a la fluoresceine (dilution 1:100), 
(Immunotech) en presence d'iodure de propidium (25 pg/ml). Les lamelles ont 
ensuite ete lavees dans du PBS, scellees en presence de p-phenylenediamine 
0,1 % - glycerol 0,5 % en tant qu'agent stabilisant la fluorescence et 
ulterieurement analysees avec un microscope Leica avec un agrandissement 
de 1 500 fois sous lumiere UV. 

Pour la microscopie electronique, des parasites de P. falciparum 
(Palo Alto) ont ete fixes pendant 30 minutes a 4°C avec du formaldehyde 1 %, 
glutaraldehyde 0,1 % dans un tampon phosphate 0,1 M. pH 7,4. Les 
echantillons fixes ont ete laves, deshydrates et inclus dans une resine LR 
White (Polysciences, Inc. Warrington, PA) comme decrit par Aikawa et al, 
(1990). Des coupes fines ont ete bloquees dans du PBS contenant 5 % (v/v) de 
lait ecreme deshydrate et 0,01 % (v/v) de Tween 20. Les grilles ont ete 
incubees avec des anticorps primaires (anticorps anti-GST-Pf-SUB2 de souris 
ou anti-GST de souris) diluees de 1/50 a 1/200 dans du PBS contenant 1 % de 
serum albumine bovine (p/v) et 0,01 % (v/v) de Tween 20 (PBT), pendant 2 
heures a temperature ambiante. Des temoins negatifs comprenaient du serum 
normal de souris et du PBT applique en tant qu'anticorps primaire. Apres 
lavage, les grilles ont ete incubees pendant une heure avec 15 nm d"lgG de 
chevre anti-souris conjugues- a I'or (Amersham) dilues au 1:20 dans du PBT, 
rince avec du PBT et fixes avec du glutaldehyde pour stabiliser les particules 
d'or. Des echantillons ont ete colores avec de I'acetate d'uranyle et du citrate 
de plomb. et examines a Taide d'un microscope electronique Zeiss CEM902. 



Exemple 1 : Isolement et caracte r isation du gfene Pf-sub2 At 
caracterisation de la p roline corrftspondante 

Les inventeurs ont identifie un fragment de sequence exprimee 
(EST) de P. falciparum dans la collection de I'Universite de Floride possedant 
un cadre de lecture ouverte (ORF), presentant de fortes similarity avec le site 
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actif de subtilisines bacteriennes. Ce clone debute au nucleotide 2669 de la 
sequence Pf-SUB2 complete et comprend une extremite 3* non traduite (figure 
1). En combinant les differentes techniques de PCR assymetriques decrites 
precedemment, ils ont obtenu le cadre de lecture ouverte complet de 4,3 kb de 
P. falciparum, dont la taille a ete confirmee par digestion avec la nuclease de 
Mung Bean (Mc Cutchan et al, 1984). 

La sequence d'acides amines de 1337 residus de Pf-SUB2 
deduite correspond a un polypeptide theorique de 140 kDa (figure 1). Elle 
commence avec un signal peptidique de 21 residus et possede un domaine 
transmembranaire hydrophobe putatif de 19 acides amines, proche de 
I'extremite C-terminale. Aucun motif GPI suggerant une addition post- 
traductionnelle n'a ete detecte/c^s' observations sugge7enTque~' Ft-SUB2 est \ 
une proteine secretee et integrate de membrane de type 1. H est important de ^ 
noter que Pf-SUB2 contient les quatre sequences consensus connues pour 
is former le site actif des serine-proteases de type subtilisine de la super-famille 
S8 (Rawlings et al, 1993 ; Siezen et al, 1997). La triade catalytique 
universellement conserve est composee de Asp 750 , His 793 et Ser 956 , tandis 
que la cavite de I'oxyanion implique dans la stabilisation du couple enzyme- 
substrat met en oeuvre le residu Asn 878 (figure 1). De maniere interessante, les 
20 residus Asn 878 et Ser 956 du site actif de Pf-SUB2 sont codes par des exons 
differents separes par un intron de 143 pb (figure 1). Cet intron est defini par 
des extremites conservees GT/AG, a une teneur A/T de 86,7 % tandis que le 
reste de la sequence codante est riche en residus A/T (74,2 %). 
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Une sonde de 1027 pb correspondant au site actif de Pf-SUB2 
s'hybride principalement aux chromosomes 1 et 1 1 (figure 2). En conditions 
plus stringentes, seul le chromosome 1 1 est identifie, ce qui implique que Pf- 
sub2 est porte par ce chromosome. En accord avec la presence de genes de la 
famille des "subtilisines-like" sur d'autres chromosomes, la region du site actif 
de 259 residus de Pf-SUB2 presente une identite de 37 % et une similarity de 
48 % par rapport a la region equivalente de la proteine Pf-SUB1 recemment 
decrite (Blackman et al, 1998). II est interessant de noter qu'a fexterieur des 
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regions du site aciif, les deux subtilisines parasitaires ne presenters pas de 
similarite significative. 

L'analyse phylogenetique de la region du site actif de 259 residus 
de Pf-SUB2 comparee a 31 sites actifs de type subtilisine exprimes par des 
organismes varies comprenant des eubacteries, plantes, levures et animaux 
eucaryotes superieurs est representee a la figure 3. De facon evidente, Pf- 
SUB2 s'apparente plutot aux subtilases bacteriennes qu'eucaryotes (figure 3). 
Elle presente 44 % de similarite avec le site actif de la subtiline de Bacillus 
subtilis et seulement 29 % de similarite avec celui de kex2 de Saccharomyces 
cerevisiae, 34 % avec celui d'ATSERP de Arabidopsis thaliana et 36 % avec 
celui de PC7 humain. la pro-proteine-convertase de mammifere la plus proche 
des proteases d'eucaryotes inferieures de type subtilisine (Seidah et al, 1996 ; 
Siezen et al, 1997). Parmi les subtilases eucaryotes, seul TAGB (36 %) de 
Dictyostelium discoideum et S1P/SKI-1 (35 %) de mammifere recemment 
decrite (Nagase et al, 1995 ; Sakai et al. 1998), presentent une proche parente 
avec Pf-SUB2. L'analyse phylogenetique suggere que Pf-SUB2 et Pf-SUB1 
appartiennent a la sous-famille des pyrolysine-subtilases, comme montre 
precedemment pour Dd-TAGB et S1P/SKI-1 (Siezen et al. 1997). 

Le site actif de Pf-SUB2 presente les deux principals 
caracteristiques suivantes : 

- 1) le site consensus de la serine (GTS 956 MA) contient une 
methionine qui est conservee dans toutes les subtilisines. bacteriennes, 
fongiques et de plantes. mais est absente dans les PC eucaryotes. Ce residu 
methionine est present dans le site actif de Dd-TAGB tandis que S1P/SKI-1 
possede une valine. 

- 2) le site actif de Pf-SUB2 (D 750 SG) est identique aux subtilisines 
bacteriennes. tandis que les PC ont un motif (DDG). Dans le cas du site actif 
de Dd-TAGB et S1P/SKI-1. le motif (DDG) apparente aux plantes est retrouve. 

- Ces observations prises ensemble suggerent fortement que Pf- 
SUB2 avec Pf-SUB1. Dd-TAGB et S1P/SKI-1 definissent une nouvelle sous- 
classe de subtilases de type pyrolysine eucaryotes similaires aux enzymes 
bacteriennes et differentes des PC. 
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Exemple 2 : Transcription du gene Pf- s ub2 de P falcip arum 
et traduction Hp (a proteine Pf-RI IR9 

Une RT-PCR a ete realisee sur de TARN total prepare a partir 
d'anneaux, de trophozoites et de schizontes de P. falciparum Des 
oligonucleotides specifiques de Pf-sub2 ont permis d'amplifier le fragment 
d'ADNc episse de 737 pb attendues, principalement a partir d'ARN prepare 42 
et 46 heures apres I' invasion (figure 4A). 

La transcription de Pf-sub2 est regulee d'une maniere specifique 
de la phase du cycle de P. falciparum pour intervenir durant les etapes tardives 
de la schizogonie de P. falciparum, differant par la de I'expression constitutive 
de Pf-rab6 (figure 4B). 

Pour identifier le produit du gene Pf-sub2, des analyses de 
Western Blot et d'immunoprecipitation ont ete realisees en utilisant des extraits 
prote.ques de merozo.tes et de schizontes segmentes de P. falciparum 
Comme represent* a la figure 5, les anticorps de souris diriges centre ,a 
prote.ne de fusion GST-Pf-SUB2 ont permis d'identifier un polypeptide de 
masse moleculaire apparente de 160 kDa, une masse attendue a partir de la 
sequence d'acides amines deduite de Pf-sub2 (figure 1. couloir 2) Ce 
polypeptide est uniquement detecte dans des extraits proteiques insolubles 
dans Na 2 C0 3l ce qui est compatible avec le fait que Pf-SUB2 est une proteine 
membranaire integra.e. Differents po.ypeptides plus petits sont egalement 
-denies par ana.yse par Western Blot, ce qui correspond probablement a des 
produ,ts de maturation et de degradation, dans la mesure ou seu. le p.us petit 
polypeptide membranaire integral de 65 KDa est detecte par 
.mmunopreci^ Extraits proteiques de schizontes segmentes et marques 
au S sur ,es residus methionine/cysteine (figure 5, couloir 5). En outre 
an al yse par Western B.ot montre que ce polypeptide de 65 kDa est ,a seu,e 

z:™** qui persiste dans ,es m ~ (fi - e 5 - — <>• - 

est probable que le polypeptide de 65 kDa ait la forme finale obtenue a Tissue 
d u precede de maturation a partir du polypeptide P recurseurTl40 kDa 
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specifiques des schizontes (figure 5, couloir 2). Par analogie avec les 
subtilisines bacteriennes, le polypeptide de 160 kDa correspondrait a la pro- 
enzyme inactive et la forme de 65 kDa a la forme active. 

Dans le but de localiser la proteine Pf-SUB2, les anticorps diriges 
contre la proteine de fusion GST-Pf-SUB2 ont ete utilises par I FA (analyse par 
immunofluorescence) sur des schizontes segmentes seches a I'air et 
produisant un motif ponctiforme (figure 6B) distant du noyau (figure 6A). Des 
etudes par immuno-microscopie electronique ont etabli que Pf-SUB2 est 
transportee vers des granules denses a la fois des merozoTtes en cours de 
differentiation (schizontes segmentes) et de merozoTtes libres et des 
schizontes intraerythrocytaires (figure 6). Dans la mesure ou seule la forme de 
65 kDa de Pf-SUB2 correspondant vraisemblablement a la forme active de 
I'enzyme peut etre detectee dans les extraits proteiques des merozoTtes (figure 
5, couloir 4), et puisque le contenu des granules denses est secrete pendant 
les etapes tardives de I'invasion des erythrocytes par les merozoTtes, Pf-SUB2 
joue vraisemblablement un role au cours de I'etape d'invasion biologique 
essentielle qui initie le cycle asexue intraerythrocytaires de P. falciparum. 



Exemple 3 : Caracterisation du site d'auto-activation predit 

de Pf-SUB2 



La subtilisine de B. subti/is et la proteine kex2 de S. cerevisiae, ou 
de fait la plupart des subtilases connues, eliminent leurs pro-regions par un 
precede auto-catalytique. De plus, la sequence du site deactivation mime le 
site de clivage de leurs substrats specifiques (Shinde et al, 1995 ; Thomas et 
al, 1995). En outre, les sequences d'autoactivation sent frequemment 
dupliquees dans la meme region. Dans la mesure ou le site actif de Pf-SUB2 
est similaire aux subtilases calcium-dependantes et du fait de sa localisation a 
Tinterieur des organelles secretaires des merozoTtes, Pf-SUB2 est un bon 
candidal pour etre la maturase de MSP1-42. Le site dautoactivation de Pf- 
SUB2 est vraisemblablement localise entre les residus 680 et 720 pour 
produire le polypeptide de 65 kDa observe dans les extraits de merozoTtes 
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(figure 5, couloir 4). Ceci placerait le site d'autoactivation environ 50 residus 
avant ie residu Asp 750 (figure 1), une distance typique pour les subtilases 
(Siezen et al, 1997). Les inventeurs ont pour cela aligne les 22 residus 
entourant le site de maturation de MSP1-42 conserve avec la region du site 
d'autoactivation predit pour Pf-SUB2, a savoir les residus 680 a 720 (figure 1) 
et montre que MSP1-42 est dive au niveau de la liaison dipeptidique Leu£Asn 
qui peut etre trouvee en deux exemplaires dans la region du site 
d'autoactivation de Pf-SUB2 (figures 1 et7). En outre, ces dipeptides sont 
localises dans des regions de charges conservees ou dans des residus 
groupes a la fois dans les sequences de MSP1-42 et Pf-SUB2 (figure 7), 
suggerant que non seulement la sequence du site de clivage est conservee 
mais egalement son environnement qui est important en terme de 
reconnaissance du substrat. La somme des differentes caracteristiques de Pf- 
SUB2 (stade auquel elle est synthetisee, localisation de la sequence proposee 
de son site d'autoactivation) conduit les inventeurs a proposer que Pf-SUB2 est 
responsable de la maturation essentielle de MSP1-42, essentielle pour 
Tinvasion. 
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REVENDICATtOiMS 



JO 



1. Polypeptide isole, denomme Pf-SUB2, ayant une activite de 
type serine-protease calcium-dependante comprenant la sequence d'acides 
amines SEQ ID n° 3 ou la sequence SEQ ID n° 4 ou toute sequence d'acides 
amines homologue. 

2. Acide nucleique isole codant pour un polypeptide ayant une 
activite de type serine-protease selon la revendication 1. 

3. Acide nucleique selon la revendication 2 comprenant la 
sequence nucleotidique SEQ ID n° 1 ou la sequence SEQ ID n° 2 ou toute 
sequence homologue. 

4. Vecteur de clonage et/ou d'expression contenant une 
sequence nucleotidique selon I'une quelconque des revendications 2 ou 3. 

5. Cellule hote transformee par un vecteur selon la revendication 

15 4. 

6. Anticorps mono- ou polyclonaux ou leurs fragments, anticorps 
chimeriques ou immunoconjuguis, caracterises en ce qu'ils sont obtenus a 
partir d'un polypeptide selon la revendication 1, administre a un animal, et sont 
capables de reconnaitre specifiquement un polypeptide selon la revendication 



20 1. 



25 



30 



7. Precede de production d'un polypeptide recombinant tel que 
defini dans la revendication 1 , dans lequel on cultive des cellules transformees 
selon la revendication 5 dans des conditions permettant I'expression d'un 
polypeptide comprenant une sequence d'acides amines choisie parmi la 
sequence SEQ ID n°3 ou n° 4, ou toute sequence homologue et on recupere 
ledit polypeptide. 

8. Oligonucleotide d'au moins 10 nucleotides, 
avantageusement. d'au moins 14 nucleotides, de preference d'au moins 20 
nucleotides et preferentiellement d'au moins 50 nucleotides consecutifs de la 
sequence SEQ ID n * 1 ou de la sequence SEQ ID n° 2, utile comme sonde 
specifique du gene Pf-sub2 de P. falciparum. 
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9. Couple ^oligonucleotides d'au moins 10 nucleotides 
consecutifs de la sequence SEQ ID n° 1 ou de la sequence SEQ ID n° 2 utile 
comme amorce specifique pour ('amplification du gene Pf-sub2 de P. 
falciparum. 

10. Composition de diagnostic comprenant un oligonucleoitde 
et/ou selon la revendication 8 et/ou un couple ^oligonucleotides selon la 
revendication 9, un polypeptide selon la revendication 1 ou un anticorps selon 
la revendication 6. 

11. Methode pour le diagnostic in vitro d'une infection par P. 
falciparum comprenant la mise en contact d'au moins un anticorps/peptide tels 
que definis precedemment, contenus dans un prelevement biologique d'un 
note infeste par P. falciparum dans des conditions permettant la formation 
eventuelle de complexes immunologiques specifiques entre une sequence 
peptidique de Pf-SUB2/anticorps tels que definis precedemment et le ou lesdits 
anticorps/peptides et la detection des complexes immunologiques specifiques 
eventuellement formes. 

12. Kit pour le diagnostic in vitro d'une infection par P. falciparum 
dans un prelevement biologique comprenant : 

- au moins un anticorps/sequence peptidique specifique de Pf- 
SUB2, eventuellement fixe sur un support ; 

- des moyens de revelation de la formation de complexes 
antigenes/anticorps specifiques entre ladite sequence peptidique et ledit 
anticorps et/ou des moyens de quantification de ces complexes 

13. Procede de criblage de I'activite protease recombinante ou 
purifiee a partir d'une culture de Pf-SUB2, dans lequel on met en contact un 
milieu de culture susceptible de contenir Pf-SUB2 avec le substrat de Pf-SUB2, 
et on determine I'activite enzymatique resultante. 

14. Procede de criblage selon la revendication 13 de composes 
ayant une affinite pour le polypeptide selon la revendication 1, dans lequel on 
met en contact lesdits composes avec ledit polypeptide et on evalue le taux 
d'affinite entre lesdits composes et ledit polypeptide. 
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15. Procede de criblage de composes inhibiteurs dudit 
polypeptide selon la revendication 1, dans lequel on met en contact ledit 
polypeptide avec lesdits composes potentiellement inhibiteurs en presence 
d'un substrat dudit polypeptide et on evalue le taux d'inhibition dudit 

5 polypeptide par lesdits composes potentiellement inhibiteurs. 

16. Utilisation d'un polypeptide a activite de type serine-protease 
selon la revendication 1 pour le criblage de molecules utiles pour la fabrication 
de medicament destine a prevenir et/ou traiter une infection a Plasmodium 
falciparum. 

io 17. Composes obtenus par le proced6 de criblage selon la 

revendication 14, plus particulierement composes obtenus selon le procede de 
criblage selon la revendication 15. 

18. Composition pharmaceutique comprenant un acide nucleique 
selon la revendication 2 ou la revendication 3 ou un oligonucleotide antisens 

15 capable de s'hybrider avec la sequence nucleotidique selon la revendication 2 
ou la revendication 3 et d'inhiber la transcription ou la traduction du polypeptide 
Pf-SUB2. 

19. Composition pharmaceutique comprenant un compose 
obtenu par un procede selon la revendication 14 ou la revendication 15. 

20 20. Composition pharmaceutique comportant un anticorps selon 

la revendication 6. 

21. Composition vaccinale contre une infection a Plasmodium 
falciparum comprenant a titre d'antigene tout ou partie du polypeptide selon la 
revendication 1 ou tout ou partie de I'acide nucleique selon la revendication 2 

25 ou la revendication 3, susceptible de produire des anticorps neutralisants. 
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<210> 1 
<211> 4468 
<212> DNA 

<213> Plasmodium falciparum 
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tttttttttt 

ggtttccttg 

ttatttaagt 
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tattgaacca 

agaaatttta 

tattagagtg 



ttgttatttt 

atattaataa 

aatatagaat 

aatgatagga 

tatgagttat 

gaagaaaatg 

ttagaaaaag 

aaggaactaa 

cacaaattaa 

attaaaggcg 

gattatgata 

aacaaaataa 

tcaacaaatg 

acaaagaaag 

aatgaaggaa 

ataacaaaag 

atttctattg 

aatgaaaacg 

gaaaaaaaat 

atatatgatg 

gaggaaaata 

aaggaaaaag 

ctcaacaata 

agtaatagta 

ccaagtatgt 

gaagatactt 

actggtaaaa 

aatgttgata 

caggaattga 

gttacaaata 

gataaaatat 

gtttttgata 

ctacacgaat 

tatataaagg 

agtaaaaaat 

cttatattat 

aattttttac 

ttcaatgcgt 



tttttttctc 
aatttatctt 
tatataatta 
aatccttttt 
cagctaattt 
aaatagaaaa 
aatataatga 
atgccgatgt 
ataaaaaaaa 
caatacttaa 
aaatatttaa 

gggggggtga 

tagaagtcaa 

aaaataaaga 

aatcgaattc 

tatatgacca 

atgcctcaga 

ataatagtag 

acaaaatagt 

aagaagaaaa 

caaaccttta 

aaaatacaca 

ataataataa 

tgaatgacga 

tcagacgttt 

taatttatca 

ataatgataa 

aacttgtaga 

tacttgtact 

atgcaaagaa 

catatgatat 

tgaataatat 

atgttgaaaa 

aacaagattc 

tatataacaa 

ttgctaaaaa 

ctaaggaatt 

ggtttctggc 



tttccgtata 

ttataaggaa 

taaactaagg 

gtctgattta 

tgagaaaaga 

aaaaaaggaa 

tgtcataaat 

aagtaataat 

ttcttcaaat 

attgaaacag 

aataattaaa 

taatgaaaaa 

aaaagatatc 

tgatatgata 

tcttaataat 

ctatactata 

tatatcaaaa 

ttttactcat 

tttaatgaca 

aaaagaatct 

tgatggaacg 

acaaaaagga 

taataataat 

agaaatcaat 

tataaacttt 

taataaaaat 

taatgatcct 

tcaatatcta 

taaaggagaa 

aaatttagaa 

atcaacaccc 

ggatttactt 

ttggagtttt 

tgtgtatgat 

caaatattct 

gttaaattca 

aagagattat 

tggatatggg 
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aataagaatg 

aatggtaatt 

aacttcatgg 

ataggaggtg 

tcattaagat 
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taaaggtatg 
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ttaaaaaatc 

tagctaatga 

ttattgatgg 

tattaaataa 

tacatctgac 

cagcatccgg 

era tt tec tea 
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tacagcaacc 
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ttattagtaa 
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tttaggtgta 
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tgtggagaga 
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tgaagcacaa 
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ttcaacacca 

ggaaaggaaa 

aagaagacta 

gaatgaaagt 
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aatgaatcaa 

gttttataca 

ataataaaat 

tttttttaat 

tatatatata 

aaacacatta 

tttttttttt 

aaaaaaaa 
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cctttttgga 

taccctttta 

ttttatgtag 

tatatattta 

tcctcttttt 

ggtatacata 
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gatcacatgt 
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ttagcagaaa 

tagccccagg 

gtacttctat 
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atggagaaat 

aatctccacg 

tcctttctta 

tgttggcttc 

atatgaagtc 

atataccaga 

aatatttcag 

aagattttgg 

aatattctga 

taattattaa 

taaattatga 

gtaggaaaaa 

aggaegtcaa 

tgtttatgaa 

atatatatat 

tttttttaaa 

cctatttatt 

tgtatatttt 

tctgtttttc 

atagctttta 



tgttgattta 

agatttttat 

cactggtatt 

tacattaata 

taaggcttta 

tagtcatttt 

aaaggggagt 

tttataccct 

ttttgaaatt 

tcatcacata 

ggctgctcct 

ttttattcct 

ttctacaaag 

tactttatta 

aaaaggcaag 

aacagatatc 

tcatattcct 

aagaggaaaa 

tatctgtgaa 

tgtcatatta 

gegtaaacat 

aatggatgat 

agaattattt 

tcaagatttt 

tatagattta 

taactttgaa 

tggagaaaat 

ttttaaattc 

aatagcatct 

atgatatata 

atatatattt 

tattttcttt 

atatatatat 

attttttaat 

attttatttt 

ttagttccat 



2340 

2400 

2460 

2520 

2580 

2640 

2700 

2760 

2820 

2880 

2940 

3000 

3060 

3120 

3180 

3240 

3300 

3360 

3420 

3480 

3540 

3600 

3660 

3720 

3780 

3840 

3900 

3960 

4020 

4080 

4140 

4200 

4260 

4320 

4380 

4440 

4468 



<210> 2 
<211> 4611 
<212> DNA 

<213> Plasmodium falciparum 



<400> 2 

cacgaggtct 

atgetgaata 

tgtaataata 

aagagaaaca 

gaacaaaatt 

agaaaagagt 

aatgatttag 

ttattagaat 

gataattctg 

tataaaaatg 

aatccaaata 

gaaaaattaa 

ttaaaagagg 

ataaatgatc 

aataaagaaa 

ttgaatacat 

gtaaccaatt 



cgagtttttt 
ttatttatgt 
ataataataa 
ggattctaaa 
acaaaccatt 
tagagaaaaa 
aaaaaaaaaa 
taagtttaag 
gacatgagga 
ataaatctct 
taaaaaataa 
tcaataagaa 
aaaaaaaaca 
aactaaataa 
gtaataagga 
taaataatga 
ctaacgatat 



tttttttttt 
ggtttccttg 
ttatttaagt 
taataatata 
atttgacata 
aacaaaggga 
agaaaatgat 
ttctgaatat 
aaataataaa 
tgatgaatta 
aaatatgttg 
tttggctagt 
aagegatata 
aggtatacct 
ggatattact 
tggaaacata 
attaaatgat 



ttgttatttt 
atattaataa 
aatatagaat 
aatgatagga 
tatgagttat 
gaagaaaatg 
ttagaaaaag 
aaggaactaa 
cacaaattaa 
attaaaggcg 
gattatgata 
aacaaaataa 
tcaacaaatg 
acaaagaaag 
aatgaaggaa 
ataacaaaag 
atttctattg 



tttttttctc 
aatttatctt 
tatataatta 
aatccttttt 
cagctaattt 
aaatagaaaa 
aatataatga 
atgccgatgt 
ataaaaaaaa 
caatacttaa 
aaatatttaa 
gggggggtga 

tagaagtcaa 
aaaataaaga 
aatcgaattc 
tatatgacca 
atgectcaga 



tttcegtata 
ttataaggaa 
taaactaagg 
gtctgattta 
tgagaaaaga 
aaaaaaggaa 
tgtcataaat 
aagtaataat 
ttcttcaaat 
attgaaacag 
aataattaaa 
taatgaaaaa 
aaaagatatc 
tgatatgata 
tcttaataat 
ctatactata 
tatatcaaaa 



60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 
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aatagtatag 
cagagatata 
aagaatccta 
cttattgaat 
gggacattat 
ggaaataatc 
aataacaata 
tataataata 
ttaagtttct 
gataattcct 
aataataata 
ttaaacttaa 
ttagatcttc 
aaatatttta 
attaattttc 
aaacaagcac 
tctagtacat 
agatctccaa 
tttttaaata 
aaacgttcaa 
tccacatgga 
aataagaatg 
aatggtaatt 
aacttcatgg 
ataggaggtg 
tcattaagat 
aatgtatgta 
gacgttaatt 
gtgttaatag 
gcaacattta 
gttggaaatg 
tatatgttta 
ccattagcag 
t tttagcccc 
caggtacttc 
gttataacca 
ctataaaaat 
gagcagtttt 
aatttaattt 
. aaggagtata 
tatatggaga 
aagaatctcc 
aagtcctttc 
atttgttggc 
tatatatgaa 
attatatacc 
gacaatattt 
tacaagattt 
aacaatattc 
agataattat 
gattaaatta 
atagtaggaa 
gtgaggacgt 
atatgtttat 
ggaatatata 
ttattttttt 
tagcctattt 
ttatgtatat 
ttttctgttt 
ataatagctt 



gaggtattaa 
tagtactatc 
aatttatgga 
taaatcaaaa 
attatggtaa 
caaatgtaga 
ataataatag 
ataataataa 
caggtaatga 
acaaaaataa 
ataataaaaa 
aaaataatca 
attcgaaaaa 
aagaacactt 
tttgtatttt 
tattaatatt 
accatacata 
agaaaaaata 
aattcttaaa 
atattgagaa 
atttgtcaat 
taaaggtatg 
tatatatacc 
ttaaaaaatc 
tagctaatga 
ttattgatgg 
tattaaataa 
tacatctgac 
cagcatccgg 
catttcctca 
aattaatatg 
ttttttttat 
aaattttgaa 
aggtcatcac 
tatggctgct 
aggttttatt 
aatttctaca 
gactacttta 
agaaaaaggc 
tgaaacagat 
aattcatatt 
acgaagagga 
ttatatctgt 
ttctgtcata 
gtcgcgtaaa 
agaaatggat 
cagagaatta 
tggtcaagat 
tgatatagat 
taataacttt 
tgatggagaa 
aaattttaaa 
caaaatagca 
gaaatgatat 
tatatatata 
aaatattttc 
attatatata 
tttatttttt 
ttcattttat 
ttattagttc 



tatacctttt 
aaacaatgga 
tatggatggt 
ggtaaacaag 
aaaatccaaa 
cataaacata 
taataataat 
taaagaatca 
aaatgaaaca 
aaaagaagga 
aattttgtta 
cacatcgaaa 
tatgaaaaat 
taaggaattc 
tataccaact 
acatagtgat 
cgaagcggat 
tataaaagcg 
tattgaacca 
agaaatttta 
tattagagtg 
tgttgttgat 
agaatataat 
ctacagatgc 
tttaggtgta 
aaaaaaatat 
agcaccaatt 
tgtggagaga 
aaataaaagt 
tgtttatagg 
tatatatgga 
tttttatttt 
atttctccgt 
atatattcta 
cctcatgtat 
cctcaagcgg 
aagaaaagaa 
ttaggaggac 
aagaaaaagc 
atcgttatag 
cctataaaaa 
aaaaattata 
gaaaatgcct 
ttattttttc 
catagtgata 
gatggtatgg 
tttggagaaa 
tttagacaag 
ttacaaaata 
gaagatagaa 
aatgcaaaga 
ttctcaaaca 
tctgacgata 
ataaaaaata 
ttttcatatt 
tttgttataa 
tatatatata 
aatagtactc " 
tttattttat 
cataaatagt 



aatgaaaacg 
gaaaaaaaat 
atatatgatg 
gaggaaaata 
aaggaaaaag 
ctcaacaata 
agtaatagta 
ccaagtatgt 
gaagatactt 
actggtaaaa 
aatgttgata 
caggaattga 
gttacaaata 
gataaaatat 
gtttttgata 
ctacacgaat 
tatataaagg 
agtaaaaaat 
cttatattat 
aattttttac 
ttcaatgcgt 
tcaggggcag 
gaaaaatatg 
ttaggtcatg 
gtaggtgtag 
ggtggaagtt 
ataaatgcta 
ttaaaatata 
aacgataatg 
taatacagaa 
tatatatatg 
ttatttttat 
tctcaaatta 
ctattccaaa 
gtggtgtgag 
aagaggtgtt 
ccataaatga 
tatggatgca 
atattcctgt 
ctattatacc 
ttgtaaccga 
ctatagattc 
tatataattt 
tagcattatt 
agaaatgttc 
aagaaacaca 
atttggaaaa 
atttcaagct 
agatacagca 
agaaagagac 
aacatgattt 
atacagaaat 
atgttaataa 
tataacactt 
tatttattag 
aatatcatat 
tataatatat 
attttttatg 
ttatttattc 
gttaaaaaaa 



ataatagtag 
acaaaatagt 
aagaagaaaa 
caaaccttta 
aaaatacaca 
ataataataa 
tgaatgacga 
tcagacgttt 
taatttatca 
ataatgataa 
aacttgtaga 
tacttgtact 
atgcaaagaa 
catatgatat 
tgaataatat 
atgttgaaaa 
aacaagattc 
tatataacaa 
ttgctaaaaa 
ctaaggaatt 
ggtttctggc 
atataaatcg 
aaatgactca 
gatcacatgt 
ctcctaatat 
ttcatgctat 
gttggggctc 
cattaaatgg 
atatttcacc 
tatgtataaa 
tatatatatg 
tcttttttgt 
tggatataag 
taactcatac 
tgctttggta 
agatatatta 
cagtttagtt 
aatggattgt 
tgttttctcg 
tattgatggg 
tgtaaatatt 
taatgaagca 
gtatgaatat 
atccatattt 
taaaaatctt 
acaactgcaa 
gaattacgat 
gggttcaaca 
accggaaagg 
cataagaaga 
cacgaatgaa 
gaaaaaaaat 
agcaatgaat 
tcagttttat 
taaataataa 
atattttttt 
atatatatat 
tgaaaacaca 
attttttttt 
aaaaaaaaaa 



ttttactcat 
tttaatgaca 
aaaagaatct 
tgatggaacg 
acaaaaagga 
taataataat 
agaaatcaat 
tataaacttt 
taataaaaat 
taatgatcct 
tcaatatcta 
taaaggagaa 
aaatttagaa 
atcaacaccc 
ggatttactt 
ttggagtttt 
tgtgtatgat 
caaatattct 
gttaaattca 
aagagattat 
tggatatggg 
tgttgattta 
agatttttat 
cactggtatt 
tacattaata 
taaggcttta 
tagtcatttt 
aaaggggagt 
tttataccct 
atatatgcaa 
tatatatata 
agtgtggccc 
agtgtgcaca 
aagatcttta 
tattccgttt 
acaaggacat 
aatgcagaag 
tattttgtta 
gcttacaaga 
aaatccaaaa 
cccaatttcc 
caacatgatg 
gatagtcatt 
gttggaatga 
atcaaaagta 
caagaaagaa 
cagcattttg 
ccagacttaa 
aaaaccgtaa 
ctactcaagg 
agtattagca 
actataaaaa 
caacttgatg 
acaccttttt 
aattaccctt 
aatttttatg 
atatatatat 
ttatcctctt 
tttggtatac 
a 



1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
2460 
2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940' 
3000 
3060 
3120 
3180 
3240 
3300 
3360 
3420 
3480 
3540 
3600 
3660 
3720 
3780 
3840 
3900 
3960 
4020 
4080 
4140 
4200 
4260 
4320 
4380 
4440 
4500 
4560 
4611 
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<210> 3 
<211> 1337 
<212> PRT 

<213> Plasmodium falciparum 
<400> 3 

Met Leu Asn lie lie Tyr Val Val Ser Leu He Leu lie Lys Phe He 
15 10 15 

Phe Tyr Lys Glu Cys Asn Asn Asn Asn Asn Asn Tyr Leu Ser Asn He 
20 25 30 

Glu Leu Tyr Asn Tyr Lys Leu Arg Lys Arg Asn Axg He Leu Asn Asn 
35 40 45 

Asn He Asn Asp Arg Lys Ser Phe Leu Ser Asp Leu Glu Gin Asn Tyr 
50 55 60 

Lys Pro Leu Phe Asp He Tyr Glu Leu Ser Ala Asn Phe Glu Lys Arg 
65 70 75 80 

Arg Lys Glu Leu Glu Lys Lys Thr Lys Gly Glu Glu Asn Glu He Glu 
85 90 95 

Lys Lys Lys Glu Asn Asp Leu Glu Lys Lys Lys Glu Asn Asp Leu Glu 
100 105 110 

Lys Glu Tyr Asn Asp Val He Asn Leu Leu Glu Leu Ser Leu Ser Ser 
115 120 125 

Glu Tyr Lys Glu Leu Asn Ala Asp Val Ser Asn Asn Asp Asn Ser Gly 
130 135 140 

His Glu Glu Asn Asn Lys His Lys Leu Asn Lys Lys Asn Ser Ser Asn 
145 150 155 160 

Tyr Lys Asn Asp Lys Ser Leu Asp Glu Leu He Lys Gly Ala He Leu 
165 170 175 

Lys Leu Lys Gin Asn Pro Asn He Lys Asn Lys Asn Met Leu Asp Tyr 
180 185 190 

Asp Lys He Phe Lys He He Lys Glu Lys Leu He Asn Lys Asn Leu 
195 200 205 

Ala Ser Asn Lys He Arg Gly Gly Asp Asn Glu Lys Leu Lys Glu Glu 
210 215 220 

Lys Lys Gin Ser Asp He Ser Thr Asn Val Glu Val Lys Lys Asp He 
225 230 235 240 

He Asn Asp Gin Leu Asn Lys Gly He Pro Thr Lys Lys Glu Asn Lys 
245 250 255 

Asp Asp Met He Asn Lys Glu Ser Asn Lys Glu Asp He Thr Asn Glu 
260 265 * 270 

Gly Lys Ser Asn Ser Leu Asn Asn £eu Asn Thr Leu Asn Asn Asp Gly 
275 280 285 



Asn He He Thr Lys Val Tyr Asp His Tyr Thr He Val Thr 



Asn Ser 
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290 295 300 

Asn Asp lie Leu Asn Asp lie Ser lie Asp Ala Ser Asp lie Ser Lys 
305 310 315 320 

Asn Ser lie Gly Gly lie Asn lie Pro Phe Asn Glu Asn Asp Asn Ser 
325 330 335 

Ser Phe Thr His Gin Arg Tyr He Val Leu Ser Asn Asn Gly Glu Lys 
340 345 350 

Lys Tyr Lys lie Val Leu Met Thr Lys Asn Pro Lys Phe Met Asp Met 
355 360 365 

Asp Gly He Tyr Asp Glu Glu Glu Lys Lys Glu Ser Leu He Glu Leu 
370 375 380 

Asn Gin Lys Val Asn Lys Glu Glu Asn Thr Asn Leu Tyr Asp Gly Thr 
385 390 395 400 

Gly Thr Leu Tyr Tyr Gly Lys Lys Ser Lys Lys Glu Lys Glu Asn Thr 
405 410 415 

Gin Gin Lys Gly Gly Asn Asn Pro Asn Val Asp He Asn He Leu Asn 
420 425 430 

Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Ser Asn 
435 440 445 

Asn Asn Ser Asn Ser Met Asn Asp Glu Glu He Asn Tyr Asn Asn Asn 
450 455 460 

Asn Asn Asn Lys Glu Ser Pro Ser Met Phe Arg Arg Phe He Asn Phe 
465 470 475 480 

Leu Ser Phe Ser Gly Asn Glu Asn Glu Thr Glu Asp Thr Leu He Tyr 
485 490 " 495 

His Asn Lys Asn Asp Asn Ser Tyr Lys Asn Lys Lys Glu Gly Thr Gly 
500 505 510 

Lys Asn Asn Asp Asn Asn Asp Pro Asn Asn Asn Asn Asn Lys Lys He 
515 520 525 

Leu Leu Asn Val Asp Lys Leu Val Asp Gin Tyr Leu Leu Asn Leu Lys 
530 535 540 

Asn Asn His Thr Ser Lys Gin Glu Leu He Leu Val Leu Lys Gly Glu 
545 550 555 ~ 560 

Leu Asp Leu His Ser Lys Asn Met Lys Asn Val Thr Asn Asn Ala Lys 
565 570 575 

Lys Asn Leu Glu Lys Tyr Phe Lys Glu His Phe Lys Glu Phe Asp Lys 
580 585 590 

He Ser Tyr Asp He Ser Thr Pro He Asn Phe Leu Cys He Phe He 
595 600 605 

Pro Thr Val Phe Asp Met Asn Asn Met Asp Leu Leu Lys Gin Ala Leu 
610 615 620 



2791685 



Leu lie Leu His Ser Asp Leu His Glu Tyr Val Glu Asn Trp Ser Phe 

630 635 640 

Ser Ser Thr Tyr His Thr Tyr Glu Ala Asp Tyr lie Lys Glu Gin Asp 
645 650 655 

Ser Val Tyr Asp Arg Ser Pro Lys Lys Lys Tyr lie Lys Ala Ser Lys 
660 665 670 

Lys Leu Tyr Asn Asn Lys Tyr Ser Phe Leu Asn Lys Phe Leu Asn He 
675 680 685 

Glu Pro Leu He Leu Phe Ala Lys Lys Leu Asn Ser Lys Arg Ser Asn 

695 700 

lie Glu Lys Glu He Leu Asn Phe Leu Pro Lys Glu Leu Arg Asp Tyr 

710 7 15 7 2 o 

Ser Thr Trp Asn Leu Ser He He Arg Val Phe Asn Ala Trp Phe 



725 730 



Leu 
735 



Ala Gly Tyr Gly Asn Lys Asn Val Lys Val Cys Val Val Asp Ser Gly 
u 745 



750 



Ala Asp lie Asn Arg Val Asp Leu Asn Gly Asn Leu Tyr He Pro Glu 
5 760 7 65 

Tyr Asn Glu Lys Tyr Glu Met Thr Gin Asp Phe Tyr Asn Phe Met Val 

775 780 

785 ^ ^ ^ ° ly HlS ° ly Ser His Val ^r Gly He 

790 795 800 

He Gly Gly Val Ala Asn Asp Leu Gly Val Val Gly Val Ala Pro Asn 
805 810 815 



He Thr Leu lie Ser Leu Arg Phe lie Asp Gly Lys Lys Tyr Gly Gly 

825 830 

Ser Phe His Ala He Lys Ala Leu Asn Val Cys He Leu Asn Lys Ala 

840 845 

Pro ti. He Asn Ala Ser Trp Gly Ser Ser His Phe Asp Val Asn Leu 

855 860 

His Leu Thr Val Glu Arg Leu Lys Tyr Thr Leu Asn Gly Lys Gly ser 

875 880 

val Leu He Ala Ala Ser Gly Asn Lys Ser Asn Asp Asn Asp He Ser 

890 895 

*. L.U Tyr «. Ma Thr Phe Thr „„ ^ ^ ^ ^ ^ ^ 

— XL j„ ^ Asn Ph . Qlu ser pro ^ s ^ ^ 

920 925 
Lys Ser Va! His II. L eu «. Pro Gly His His n . ^ _ ^ 



335 940 



□NGDOOID. kPR 279 16B3A 1_I_J» 



Pro Asn Asn Ser Tyr Lys He Phe Thr Gly Thr Ser Met Ala Ala Pro 
945 950 955 960 

His Val Cys Gly Val Ser Ala Leu Val Tyr Ser Val Cys Tyr Asn Gin 
965 970 975 

Gly Phe He Pro Gin Ala Glu Glu Val Leu Asp He Leu Thr Arg Thr 
980 985 990 

Ser He Lys He He Ser Thr Lys Lys Arg Thr lie Asn Asp Ser Leu 
995 1000 1005 

Val Asn Ala Glu Gly Ala Val Leu Thr Thr Leu Leu Gly Gly Leu Trp 
1010 1015 1020 

Met Gin Met Asp Cys Tyr Phe Val Lys Phe Asn Leu Glu Lys Gly Lys 
1025 1030 1035 1040 

Lys Lys His He Pro Val Val Phe Ser Ala Tyr Lys Lys Gly Val Tyr 
1045 1050 " " 1055 

Glu Thr Asp He Val He Ala He He Pro He Asp Gly Lys Ser Lys 
1060 1065 1070 

He Tyr Gly Glu He His He Pro He Lys He Val Thr Asp Val Asn 
1075 1080 1085 

He Pro Asn Phe Gin Glu Ser Pro Arg Arg Gly Lys Asn Tyr Thr He 
1090 1095 HOO 

Asp Ser Asn Glu Ala Gin His Asp Glu Val Leu Ser Tyr He Cys Glu 
1105 mo ins - 1120 

Asn Ala Leu Tyr Asn Leu Tyr Glu Tyr Asp Ser His Tyr Leu Leu Ala 
1125 H30 1135 

Ser Val He Leu Phe Phe Leu Ala Leu Leu Ser He Phe Val Gly Met 
1140 H45 1150 

He Tyr Met Lys Ser Arg Lys His Ser Asp Lys Lys Cys Ser Lys Asn 
1155 H60 1165 

Leu He Lys Ser Asn Tyr He Pro Glu Met Asp Asp Gly Met Glu Glu 
ll" 70 H75 H80 

Thr Gin Gin Leu Gin Gin Glu Arg Arg Gin Tyr Phe Arg Glu Leu Phe 
1185 H90 . H95 ~ 1200 

Gly Glu Asn Leu Glu Lys Asn Tyr Asp Gin His Phe Val Gin Asp Phe 
1205 1210 1215 

Gly Gin Asp Phe Arg Gin Asp Phe Lys Leu Gly Ser Thr Pro Asp Leu 
!220 1225 1230 

Lys Gin Tyr Ser Asp He Asp Leu Gin Asn Lys He Gin Gin Pro Glu 
1235 1240 1245 



Arg Lys Thr Val Lys He He He Asn 
1250 1255 

Glu Thr He Arg Arg Leu Leu Lys Gly Leu Asn Tyr Asp Gly Glu 



Lys Thr Val Lys He He He Asn Asn Phe Glu Asp Arg Lys Lys 
1250 1255 i 260 
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Asn 
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1265 1270 1275 1280 

Ala Lys Lys His Asp Phe Thr Asn Glu Ser He Ser Asn Ser Arg Lys 
1285 1290 1295 

Asn Phe Lys Phe Ser Asn Asn Thr Glu Met Lys Lys Asn Thr He Lys 
1300 1.305 i 310 

Ser Glu Asp Val Lys lie Ala Ser Asp Asp Asn val Asn Lys Ala Met 
1315 1320 1325 

Asn Gin Leu Asp Asp Met Phe Met Lys 
1330 1335 

<210> 4 
<211> 1316 
<212> PRT 

<213> Plasmodium falciparum 
<400> 4 

Asn Asn Asn Asn Asn Asn Tyr Leu Ser Asn lie Glu Leu Tyr Asn Tyr 
1 5 io 15 

Lys Leu Arg Lys Arg Asn Arg He Leu Asn Asn Asn He Asn Asp Arg 
20 25 30 

Lys ser Phe Leu Ser Asp Leu Glu Gin Asn Tyr Lys Pro Leu Phe Asp 
35 40 45 



He Tyr Glu Leu Ser Ala Asn Phe Glu 



Lys Arg Arg Lys Glu Leu Glu 



50 55 60 

Lys Lys Thr Lys Gly Glu Glu Asn Glu He Glu Lys Lys Lys Glu Asn 
65 70 75 80 

Asp Leu Glu Lys Lys Lys Glu Asn Asp Leu Glu Lys Glu Tyr Asn Asp 
85 90 95 



Leu Ser Ser Glu Tyr Lys Glu Leu 

110 



Val He Asn Leu Leu Glu Leu Ser 
100 

Asn Ala Asp val Ser Asn Asn Asp Asn Ser Gly His Glu Glu Asn Asn 

115 125 
Lys His Lys Leu Asn Lys Lys Asn Ser Ser Asn Tyr Lys Asn Asp Lys 



135 



140 



Ser Leu Asp Glu Leu lie Lys Gly Ala He Leu Lys Leu Lys Gin Asn 

150 155 160 



Pro Asn lie Lys Asn Lys Asn Met Leu Asp Tyr Asp Lys He Phe Lys 

165 170 175 

He He Lys Glu Lys Leu He Asn Lys Asn Leu Ala Ser Asn Lys He 



185 190 



Arg Gly Gly Asp Asn Glu Lys Leu Lys Glu Glu Lys Lys Gin Ser Asp 

200 205 
He Ser Thr Asn Val Glu Val Lys Lys Asp He He Asn Asp Gin Leu 
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210 215 220 

Asn Lys Gly lie Pro Thr Lys Lys Glu Asn Lys Asp Asp Met He Asn 
225 230 235 .240 

Lys Glu Ser Asn Lys Glu Asp He Thr Asn Glu Gly Lys Ser Asn Ser 
245 250 * 255 

Leu Asn Asn Leu Asn Thr Leu Asn Asn Asp Gly Asn He He Thr Lys 
260 265 270 

Val Tyr Asp His Tyr Thr He Val Thr Asn Ser Asn Asp He Leu Asn 
275 280 285 

Asp He Ser He Asp Ala Ser Asp He Ser Lys Asn Ser He Gly Gly 
290 295 300 

He Asn He Pro Phe Asn Glu Asn Asp Asn Ser Ser Phe Thr His Gin 
305 310 315 320 

Arg Tyr He Val Leu Ser Asn Asn Gly Glu Lys Lys Tyr Lys He Val 
325 330 335 

Leu Met Thr Lys Asn Pro Lys Phe Met Asp Met Asp Gly He Tyr Asp 
340 345 350 

Glu Glu Glu Lys Lys Glu Ser Leu He Glu Leu Asn Gin Lys Val Asn 
355 360 365 

Lys Glu Glu Asn Thr Asn Leu Tyr Asp Gly Thr Gly Thr Leu Tyr Tyr 
370 375 380 

Gly Lys Lys Ser Lys Lys Glu Lys Glu Asn Thr Gin Gin Lys Gly Gly 
385 390 395 400 

Asn Asn Pro Asn Val Asp He Asn He Leu Asn Asn Asn Asn Asn Asn 
405 410 415 

Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Ser Asn Asn Asn Ser Asn Ser 
420 425 430 

Met Asn Asp Glu Glu He Asn Tyr Asn Asn Asn Asn Asn Asn Lys Glu 
435 440 445 

Ser Ser Met Phe Arg Arg phe Ile Asn Ph « Leu Ser Phe Ser Gly 

450 455 4 6 o 

Asn Glu Asn Glu Thr Glu Asp Thr Leu He Tyr His Asn Lys Asn Asp 
465 470 475 ~ 480 

Asn Ser Tyr Lys Asn Lys Lys Glu Gly Thr Gly Lys Asn Asn Asp Asn 
485 490 495 

Asn Asp Pro Asn Asn Asn Asn Asn Lys Lys Ile Leu Leu Asn Val Asp 
500 505 510 

Lys Leu val Asp Gin Tyr Leu Leu Asn Leu Lys Asn Asn His Thr Ser 
515 520 525 

Lys Gin Glu Leu He Leu Val Leu Lys Gly Glu Leu Asp Leu His Ser 

535 540 
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Lys Asn Met Lys Asn Val Thr Asn Asn Ala Lys Lys Asn Leu Glu Lys 
545 550 555 560 

Tyr Phe Lys Glu His Phe Lys Glu Phe Asp Lys He Ser Tyr Asp He 
565 570 575 

Ser Thr Pro He Asn Phe Leu Cys He Phe He Pro Thr Val Phe Asp 
580 585 590 

Met Asn Asn Met Asp Leu Leu Lys Gin Ala Leu Leu He Leu His Ser 
595 600 605 

Asp Leu His Glu Tyr Val Glu Asn Trp Ser Phe Ser Ser Thr Tyr His 
610 615 620 

Thr Tyr Glu Ala Asp Tyr He Lys Glu Gin Asp Ser Val Tyr Asp Arg 
625 630 635 640 

Ser Pro Lys Lys Lys Tyr He Lys Ala Ser Lys Lys Leu Tyr Asn Asn 
645 650 655 

Lys Tyr Ser Phe Leu Asn Lys Phe Leu Asn He Glu Pro Leu He Leu 
660 665 670 

Phe Ala Lys Lys Leu Asn Ser Lys Arg Ser Asn He Glu Lys Glu He 
675 680 685 

Leu Asn Phe Leu Pro Lys Glu Leu Arg Asp Tyr Ser Thr Trp Asn Leu 
690 695 " 700 

Ser He He Arg Val Phe Asn Ala Trp Phe Leu Ala Gly Tyr Gly Asn 
705 710 715 720 

Lys Asn Val Lys Val Cys Val Val Asp Ser Gly Ala Asp He Asn Arg 
725 730 735 

Val Asp Leu Asn Gly Asn Leu Tyr He Pro Glu Tyr Asn Glu Lys Tyr 
740 745 750 

Glu Met Thr Gin Asp Phe Tyr Asn Phe Met Val Lys Lys Ser Tyr Arg 
755 760 765 

Cys Leu Gly His Gly Ser His Val Thr Gly He He Gly Gly Val Ala 
770 775 780 

Asn Asp Leu Gly Val Val Gly Val Ala Pro Asn He Thr Leu He Ser 
785 790 795 800 

Leu Arg Phe He Asp Gly Lys Lys Tyr Gly Gly Ser Phe His Ala He 
805 810 815 

Lys Ala Leu Asn Val Cys He Leu Asn Lys Ala Pro lie He Asn Ala 
820 825 830 

Ser Trp Gly Ser Ser His ' Phe Asp Val Asn Leu His Leu Thr Val Glu 
835 840 845 

Arg Leu Lys Tyr Thr Leu Asn Gly Lys Gly Ser Val Leu He Ala Ala 
850 855 860 
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Ser Gly Asn Lys Ser Asn Asp Asn Asp lie Ser Pro Leu Tyr Pro Ala 
865 870 875 880 

Thr Phe Thr Phe Pro His Val Tyr Ser Val Ala Ser He Ser Arg Asn 
885 890 895 

Phe Glu He Ser Pro Phe Ser Asn Tyr Gly Tyr Lys Ser Val His He 
900 905 910 

Leu Ala Pro Gly His His He Tyr Ser Thr He Pro Asn Asn Ser Tyr 
915 920 925 

Lys He Phe Thr Gly Thr Ser Met Ala Ala Pro His Val Cys Gly Val 
930 935 940 

Ser Ala Leu Val Tyr Ser Val Cys Tyr Asn Gin Gly Phe He Pro Gin 
945 950 955 960 

Ala Glu Glu Val Leu Asp lie Leu Thr Arg Thr Ser He Lys He He 
965 970 975 

Ser Thr Lys Lys Arg Thr He Asn Asp Ser Leu Val Asn Ala Glu Gly 
980 985 990 

Ala Val Leu Thr Thr Leu Leu Gly Gly Leu Trp Met Gin Met Asp Cys 
995 1000 1005 

Tyr Phe Val Lys Phe Asn Leu Glu Lys Gly Lys Lys Lys His He Pro 
1010 1015 1020 

Val Val Phe Ser Ala Tyr Lys Lys Gly Val Tyr Glu Thr Asp He Val 
1025 1030 1035 1040 

He Ala He He Pro He Asp Gly Lys Ser Lys He Tyr Gly Glu He 
1045 1050 1055 

His He Pro He Lys He Val Thr Asp Val Asn He Pro Asn Phe Gin 
1060 1065 1070 

Glu Ser Pro Arg Arg Gly Lys Asn Tyr Thr He Asp Ser Asn Glu Ala 
1075 1080 1085 

Gln .^f ASP G1U Val Leu Ser T ^ r Ile <31u Asn Ala Leu Tyr Asn 

1090 1095 iioo 

Leu Tyr Glu Tyr Asp Ser His Tyr Leu Leu Ala Ser Val He Leu Phe 
1105 mO . 1115 H20 

Phe Leu Ala Leu Leu Ser Ile Phe Val Gly Met Ile Tyr Met Lys Ser 
1125 1130 H35 

Arg Lys His Ser Asp Lys Lys Cys Ser Lys Asn Leu Ile Lys Ser Asn 
1140 1145 H50 

Tyr He Pro Glu Met Asp Asp Gly Met Glu Glu Thr Gin Gin Leu Gin 
1155 H60 lies 

Gln i?^ Gln Tyr Ph€ Glu Leu Phe Gly Glu Asn Leu Glu 

1170 "75 use 
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1185 H90 H95 1200 

Gin Asp Phe Lys Leu Gly Ser Thr Pro Asp Leu Lys Gin Tyr Ser Asp 
12°5 1210 1215 

lie Asp Leu Gin Asn Lys He Gin Gin Pro Glu Arg Lys Thr Val Lys 
1220 1225 " ~ 1230 

He He He Asn Asn Phe Glu Asp Arg Lys Lys Glu Thr He Arg Arg 
1235 1240 1245 

Leu Leu Lys Gly Leu Asn Tyr Asp Gly Glu Asn Ala Lys Lys His Asp 
I 250 1255 1260 

Phe Thr Asn Glu Ser He Ser Asn Ser Arg Lys Asn Phe Lys Phe Ser 
1265 1270 1275 1280 

Asn Asn Thr Glu Met Lys Lys Asn Thr He Lys Ser Glu Asp Val Lys 
1285 1290 1295 

He Ala Ser Asp Asp Asn Val Asn Lys Ala Met Asn Gin Leu Asp Asp 
13 °0 1305 1310 

Met Phe Met Lys 
1315 
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